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I Variants thermostables de i'alpha-amylase de Bacillus llchenttormls, leur procede de preparation et leur utili- 
sation. 

Subinvention conceme un variant thermostable de 
flpha-amylase de Bacillus licheniformis caracterlse en ce 
que, par rapport a la sequence d'acides amines de la forme 
naturelle, sa sequence comporte au volsinage de Fhistidlne 
(His) en position 133 au moins une substitution par un 
acide amine plus hydrophobe que Mis, et/ou au volsinage 
de I' Alanine (Ala) en position 209 au moins une substitution 
par un acide amine plus hydrophobe que Ala. 

Ella conceme egalement un gene codant pour de tels va- 
riants, un vecteur d'expresslon et la cellule note de ce vec- 
teur, ainsl qtfun proc6de de preparation de ces variants. 
Elle conceme enfln I'utilisation de ces variants dans I'indus- 
trie. 
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I 

L'invention a pour objet de nouvelles alpha-amylases thermostabies, 
leur procede de preparation ainsi que leur utilisation dans ies industries 
textile, papetiere et en brasserie. 

Sous le terme generique d'amylase, on designe toute activite 
5 enzymatique capable d'hydrolyser tout ou partie des liaisons alpha 1-4 ou 
alpha 1-6 de I'amidon. 

Dans la pratique industrielie, on utilise une alpha-amylase dite 
enzyme liquefiante, afin d'hydrolyser I'amidon apres l'avoir transforme en 
empois par chauffage a une temperature superieure a 95°C. Ce type 
10 d'activite enzymatique hydrolyse les liaisons alpha-amylase 1,4 glucosi- 
diques, caracteristiques de I'amylose et du I'amylopectine. L ! usage d'une 
alpha-amylase thermostable presente un interet immediat dans la mesure 
ou il evite d'avoir a refroidir l'empois avant de l'y ajouter. D'autre part, 
l'operation de liquefaction ne peut s'effectuer qu'apres l'empesage ou 
15 gelification de Tamidon natif, apres qu'il ait ete debarasse de ses 
constituants solubles par trempage. La gelification s'effectue a des 
temperatures de l'ordre de 100 a 115°C. II est done souhaitable de pouvoir 
disposer d f une amylase qui possede des caracteristiques de thermo resistance 
accrue, afin notamment de pouvoir effectuer simultanement ou a des 
20 temperature proches les deux operations d'empesage et de liquefaction. 

En outre, un acroissement de la temperature reactionnelle 
permet d'augmenter la cinetique enzymatique et de diminuer la viscosite du 
melange. 

La societe danoise Novo commercialise, sous ['appellation 
25 Termamyl, une alpha-amylase thermostable produite par fermentation 
d'une souche de Bacillus licheniformis . 

Cette enzyme est secretee dans le milieu de culture. En 
l'absence de tout protecteur (ion Ca ++ et amidon), elle conserve 90 % de 
son activite apres 10 minutes a 80°C. En presence d'ions Ca ++ 0,1 M, elle 
30 est stable a 100 % a 90°C pendant 15 minutes (Rosendal P n Nielsen B.H., 
Lange NK (1972) Stability of bacterial alpha-amylase in the starch 
liquefaction process. Die Starke 31, 368-372)- 



2676456 



D'autre part, les publications frangaises de brevet FR-A-2 533 
583 et FR-A-2 537 602 decrivent le cionage du gene de Bacillus 
licheniformis codant pour i'alpha-amylase thermostable et son expression 
par Escherichia coli et Bacillus subtilis t le gene etant localise sur un 
5 plasmide multicopies. Synthetisee par ces deux microorganismes, I'apha- 
amylase conserve toutes ses proprietes inchangees : poids moleculaire, 
thermostability, activite specifique en fonction du pH, proprietes immuno- 
logiques. Le gene a ete sequence et sa sequence, ainsi que la sequence 
d'acides amines correspondante, sont indiquees a la figure 1. 

10 Les inventeurs ont maintenant mis au point des variants de 

I'alpha-amylase dont la sequence est representee a la figure 1, pour 
lesqueis les proprietes interessantes de I'alpha-amylase de Bacillus 
licheniformis sont maintenues et qui en outre presentent, par rapport a la 
forme naturelle, des caracteristiques de thermostability accrues. 

15 L'invention a done tout d'abord pour objet un variant thermostable 

de i'alpha-amylase de Bacillus licheniformis caracterise en ce que, par 
rapport a la sequence d'acides amines representee a la figure 1, sa 
sequence comporte au voisinage de l'histidine (His) en position 133 au 
moins une substitution par un acide amine plus hydrophobe que His, et/ou 

20 au voisinage de l'Aianine (Ala) en position 209 au moins une substitution 
par un acide amine plus hydrophobe que Ala. Le terme "au voisinage de" 
designe aussi bien les positions His ou Ala elles-mSmes que quelques acides 
amines situes de part et d'autre de ces positions. 

La sequence presentee a la figure 1 correspond a la sequence 

25 mature de I'alpha-amylase, e'est-a-dire apres clivage post-traductionnel du 
peptide signal. 

En ce qui concerne la substitution au voisinage de la position 
133, le variant His I ^L-^Tyr 133 est tout particulierement prefere. II faut 
egalement citer les variants pour lesqueis His est remplace par un acide 
30 amine choisi parmi Phe, Leu, Tyr, Glu, Lys, Gin. 

L'invention repose sur la decouverte que la region situee 
notamment autour de i'acide amine 133 est une region importante, sinon 
essentielle pour la thermostability de la proteine. 
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Une autre region importante pour la stabilite de I'alpha-amylase 
se trouve situee au voisinage de la position 209 de la proteine mature. En 
particulier, un ou piusieurs acides amines natureilement present en position 
209 ou dans son voisinage peut etre substitue par un acide amine choisi 
notamment parmi Val, Leu, He, pour obtenir un variant alpha-amylase 
thermostable. 

Pour cette position, une mutation tout particulierement preferee 
est celle pour laquelle Ala 209 est substitute par Val 209 . 

Les variants de I'alpha-amylase selon I'invention peuvent 
contenir une mutation dans une seule des deux regions mentionnees, ou 
bien dans les deux regions a la fois. 

De tels variants doublement mutes possedent une stabilite accrue 
a la chaleur par rapport a chacune des amylases variants et une demie vie a 
90°C augmentee d'un facteur 9 a 10 par rapport a la forme natureile. 

Les variants selon I'invention peuvent etre prepares par les 
techniques de genie genetique, a partir d'un gene de structure modifie par 
rapport au gene naturel. On utilise a cette fin les techniques courantes de 
mutagenese et on prepare un oligonucleotide susceptible de s'hybrider a 
PADNc au voisinage de la position 133- 

La Demanderesse a egalement mis au point une strategie de 
mutagenese au hasard, a partir d'un variant thermosensible appele p£4Its 
(possedant une double mutation en position 164 et 165). 

L'invention a done egalement pour objet un gene codant pour un 
variant thermostable de l'alpha-amylase conforme a 1'invention* Dans un 
25 mode de realisation prefere, i'invention a pour objet un gene qui comprend 
la sequence d'ADN telle que representee a la figure 1, sauf que le codon 
codant pour His 133 est remplace par un codon codant pour Tyr 133 et/ou le 
codon codant pour Ala 209 est remplace par un codon codant pour Val 209 

* 

La sequence de la figure 1 n'est pas reprise dans le corps de la 
description pour ne pas I'alourdir, mais elle en fait partie integrante. 

, L'invention a egalement pour objet un vecteur depression d'un 
variant thermostable de I'apha-arnyiase selon I'invention dans une cellule 



20 



30 



35 



2676456 



h6te c'est-a-dire un vecteur qui contient un gene codant pour i'alpha- 
amylase tel que deer it precedemment ainsi que les elements assurant son 
expression dans ladite cellule h&te. 

Differentes cellules notes peuvent etre envisagees dans le cadre 
5 de l'invention et les elements assurant Texpression sont choisis en relation 
avec la cellule note. On peut citer plus particulierement des bacteries, des 
preference les bacteries telles que Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis 
ou E.coii. 

Suivant une caracteristique avantageuse de l'invention, pour 
10 Texpression dans Bacillus subtilis les elements assurant Texpression du 
gene codant pour le variant de Talpha-amylase contiennent la region 
regulatrice promoteur-SacR situee en amont du gene de la levane 
saccharase de Bacillus subtilis. Une telle construction est decrite dans la 
publication de brevet FR-A-2 582 316. Grace a ce type de construction, 
^ Talpha-amylase est secretee dans le milieu exterieur dans des conditions ou 
elle ne Test pas naturellernent, c'est-a-dire durant la phase exponentielle 
de croissance. 

Plus generalement, on peut utiliser la region regulatrice du gene 
codant pour l'alpha-amylase de Bacillus licheniformis pour exprimer le 
20 gene codant pour le variant selon Tinvention dans n f importe quel systeme 
hote- 

L' invention a egalement pour objet les cellules hotes transformees 
par un vecteur d'expression selon Tinvention ainsi qu ! un procede de 
preparation des variants conformes a l'invention, selon lequel on cultive des 

25 cellules h6tes telles que definies precedemment dans des conditions de 
culture appropriees et on recupere le variant obtenu. 

Enfin, Tinvention a pour objet Tutilisation des variants selon 
Tinvention dans differentes industries textile, papetiere, en brasserie, 
notamment pour Tempesage et la liquefaction de Tamidon. 

30 D'autres caracteristiques et avantages de Tinvention apparaitront 

a la lecture de la description detaillee suivante, en relation avec les 
figures i a 6 qui montrent : 
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- figure 1 : la sequence d'ADN d'un gene de structure de 
1'apha-amylase thermostable de Bacillus Jicheniformis ainsi que la sequence 
decides amines correspondante. 

- figure 2 : la structure du plasmide pINA901. 

5 - figure 3 : sous forme d'un courbe, devolution comparee de la 

thermostabiiite de I'alpha-amylase His 133 et du variant Tyr 133 en fonction 
du temps d'incubation a 90°C en presence de 0,1 mM de CaCl 2 . 

- figure 4 : la mime courbe que la figure 3 avec 1 mM de CaCl 2 . 

- figure 5 : la meme courbe que la figure 3 avec 10 mM de 

10 CaCl r 

- figure 6 : un diagramme representant la thermostabiiite de 
differents variants en position 133 a des temperatures variables, 

- figure 7 : diagramme deactivation thermique de l'alpha- 
amyiase de B. licheniformis par rapport aux variants p8Mts et p84Its- 

15 Val , a 90°C, pH6, 1 mM CaCl r 

- figure 8 : diagramme deactivation thermique de 1'alpha- 
amylase de B. licheniformis et des variants d'alpha-amylase a 90°C et pH6, 
1 mM CaCl-. 

Exemple 1 : Preparation du variant Tyr J de i'alpha-amylase thermostable 
20 de Bacillus licheniformis. 

1) preparation du gene 

On synthetise un oligonucleotide de 25 nucleotides de 
sequence : 5' TCA GGA GAA TAC CTA ATT AAA GCC CT 3', susceptible 
de s'hybrider a l'ADN du gene de structure dont la sequence est representee 
25 a la figure 1, et d'y introduire apres usage des techniques classiques de 
mutagenese dirigee, ie codon TAC correspondant a 1'acide amine Tyr a la 
place du codon CAC correspondant a 1'acide amine His en position 133. 

Afin de s'assurer qu'aucune modification autre que la mutation 
desiree n'est intervenue, on isole un fragment du gene de structure genere 
par les enzymes de restriction Sst II et Cia I encadrant le codon 
correspondant a 1'acide amine 133, on determine sa sequence nucleotidique 
puis on l'introduit dans un gene naturel traite par les m£mes enzymes Sst II 
et Cla I, afin de reconstituer un gene entier. 
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Grace au gene ainsi reconstitue, il est certain que seule la 
modification effectuee sur la position 133 est presente et confere a la 
nouvelle enzyme ses proprietes. 

2) Preparation du vecteur d'expression 

5 On prepare le plasmide pINA90i dont la structure est 

representee a la figure 2. II s'agit d'un vecteur a faible nombre de copies 
(10 a 40) possedant plusieurs sites de restriction uniques dans le gene de 
Palpha-amyiase pour faciliter le sous-clonage des fragments mutes. Ce 
plasmide pINA901 permet ^expression des genes d'aipha-amylase a un 

10 niveau modere, non toxique pour les cellules, mais suffisamment eieve pour 
la caracterisation des variants, II porte l'origine de replication (ORI) de 
type ColEl d'un plasmide a faible nombre de copies derive de pJRD!58 
(Davison et al* 1984)- Contrairement a pBR322, le gene de resistance a 
rampicilline (Ap) ne contient pas de site Pstl. La deletion d'un fragment 

15 Xhol-Sall a permis aussi d'eliminer le site Sail de p3RD158. On introduit un 
fragment EcoRI-Hindlll de 2,9 kb portant le gene codant pour Palpha- 
amyiase sauvage (Amy). Ainsi construit, ce vecteur possede 8 sites de 
restriction uniques qui partagent le gene amylase en segments de 120 a 600 
kb et facilitent ainsi le sous-clonage de fragments mutes. On remplace 

20 ensuite le gene codant pour l*alpha-amylase par le gene prepare 
precedemment. 

3) Expression du gene dans une souche de E.Coli 

On transforme une souche de E.Coli avec le plasmide prepare 
25 precedemment. Les cellules sont mises en culture en milieu liquide LB 
(Luria Broth) avec 100 mg/1 d'ampicilline, puis elles sont reprises dans 1/2 
volume de saccharose 25 % et agitees pendant 15 minutes a 20°C ( puis de 
nouveau 15 minutes a 20°C en presence de saccharose 25 %» EDTA 10 mM. 
Apres centrifugation, les cellules sont reprises dans I'eau glacee et 
30 centrifugee apres 20 minutes a 0°C. 
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4) Determination des caracteristiques du variant obtenu . 

La thermostability se definit comme etant l'activite amyloiytique 
residuelle apres chauffage. 

L'activite amyloiytique est mesuree par l'action dextrinifiante de 
5 l f enzyme. On utilise la methode a l'iode en mesurant la densite optique a 
620 nm d f une solution d'amidon a 1 % (pH = 5-8), en presence d ! une solution 
iodo-ioduree. Les unites sont exprimees en DO par rapport a un temoin 
sans incubation- 

Un aliquot de surnageant de culture est soumis a l'action de la 
1° temperature pendant un temps donne et on mesure l'activite enzymatique 
residuelle. 

L'activite amyloiytique residuelle est exprimee en pourcentage 
de l'activite par rapport a I'activite d'un aliquot non traite. 

La determination de la demi-vie de la proteine obtenue est 
15 effectuee a 90°C, dans un tampon acetate de sodium 50 mM, pH 6. Elle 
depend de la concentration en Ca + **" dans le milieu. L'ion Ca ++ n'intervient 
pas dans la reaction cataiytique mais joue un role structurel pour le 
maintien d r une structure bioiogiquemernt active. 

Les resultats obtenus pour differentes concentrations d'ions Ca ++ 
20 sont illustres par Jes figures 3 a 5 : 

- pour une concentration de 0,1 mM CaCl-, les demi-vies sont 
respectivement de 8 et 5 minutes pour le variant Tyr et la forme 
naturelle. 

- pour une concentration de 1 mM CaCi^ les demi-vies sont 
25 respectivement de 200 et 55 minutes. 

- pour une concentration de 10 mM CaCl 2 , le variant Tyr 133 
conserve 95 % de son activite apres 5 heures a 90°C, contre 50 % pour la 
forme naturelle. 

30 Exemple 2 : Preparation d'autres variants en position 133. 

On procede comme indique a Texemple 1, sauf que la mutagenese 
est effectuee de fa^on a remplacer le codon codant pour His* 33 par un 
codon codant respectivement pour Ala(A), Glu(E), Pro(P), Lys(K), Leu(L), 
Ser(S), Gin(Q), Gly(G), Phe(F). 
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La figure 6 indique les resultats de thermostabilite (activite 
residuelle apres chauffage) obtenus pour ces differents variants. Elle 
permet en outre de constater une relation entre le degre d'hydrophobicite 
de l'acide amine substitue et la thermostabilite du variant de l'alpha-amy- 
lase obtenu. II apparalt que les variants comportant a la position 133 une 
substitution par un acide amine plus hydrophobe que His presentent 
effectivement une thermostabilite accrue par rapport a la forme naturelle. 

Les variants Pro, Ser, Gly, Ala sont done indiques uniquement a 
titre d*exemples comparatifs. 

Exemple 3 : Obtention d'un gene mute de 1'alpha-amylase de Bacillus 
licheniformis exprimant une proteine plus thermostable que la proteine 
sauvage. 

La nature mdme de I'enzyme rend difficile J'obtention de 
variants affectes dans la thermostabilite, en effet une activite amylolytique 
thermostable ne confere pas un avantage selectif aux bacteries qui 
I'expriment, ce qui rend difficile l'usage de cribles genetiques simples, ou 
l r utilisation de cribles biologiques, comme il en a ete decrit pour 
I'obtention de variants thermostables de la Kanamicme Nucleotidyl- 
transferase (J. BioL Chem., 1985, 260, 15298-15303), par ^utilisation de 
souches bacteriennes thermophiles. 

Une strategic de mutagenese au hasard a partir d'une forme 
therm osensible de la proteine a done ete developpee, afin d'isoler des 
mutations intrageniques capabies de restaurer tout ou partie de la 
thermostabilite de la forme sauvage. 

Un tei variant thermosensible a ete obtenu par mutagenese 
dirigee, il s'agit de la double substitution Asp 16^>Ala et Trp 165>Gly. La 
cinetique de denaturatton thermique a 90°C de ce variant thermosensible, 
appele p8^its, est montree dans la figure 7. A 90°C en presence de tampon 
acetate 50 mM contenant CaCl 2 1 mM , plus de 90% de Tactivite 
amylolytique est perdue apres 8 minutes d'incubation aiors que la proteine 
sauvage en conserve pres de 100 %. 
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II fallait choisir un systeme biologique peu sensible a la chaieur 
et de manipulation aisee pour la mutagenese, le sequengage des mutants et 
la production d'amylase. Le systeme du phage simple brin Ml 3 remplit 
toutes ces conditions: apres un chauffage de 45 minutes a 80°C la quasi 
5 totalite des particules phagiques reste infectieuse; le gene de Palpha- 
amylase s ! y exprime dans les deux orientations a partir de son propre 
promoteur ; I'activite amylolytique est facilement reperable sur milieu 
amidon par la production de halos autour des plages, apres coloration a 
I'iode; les facilites de manipulation tant pour la sequence nucleotidique que 

^ pour la mutagenese sont evidentes. 

La totalite du gene de structure, codant pour le variant 
thermosensible de i'alpha-amylase p8Mts, ainsi que la region promotrice, 
est clone, sous forme d'un fragment EcoRI-Hindlll de 2,8 Kb dans le phage 
M13mpl8. Le phage recombinant obtenu est appele M 13 mpl8 p841ts. La 

i5 transcription du gene clone est sous le controle de son propre promoteur. 

Les particules phagiques sont mutagenisees a Thydroxylamine 
(250 mM, tampon acetate pH6) et utilisees pour infecter E. coli TGI. Les 
cellules sont etalees sur milieu Luria broth, EDTA 1 mM et incubees une 
nuit a 37°C. Des aliquotes correspondants a 1-10% de particules phagiques 

20 survivantes sont utilises pour Texperience. Pour augmenter la sensibilite du 
test, de l'EDTA ImM est ajoute au milieu afin de chelater les ions Calcium 
stabilisateurs de Tamyiase. Les boites sont ensuite placees a haute 
temperature (80°C pendant ^5 mn) et recouvertes d'une seconde couche de 
milieu LB gelose, EDTA ImM, contenant 1 % d'amidon soluble. Apres 45 

25 minutes d'incubation a 50°C, les boites sont colorees par des vapeurs 
d'iode. Les phages produisant des amylases thermoresistantes sont 
detectees par Tapparition d'un halo ; dans ces conditions, I'amylase 
thermosensible ne produit pas de halo, 

Parmi 10^ phages testes, on a pu isoler un phage produisant une 

30 amylase de thermostability nettement superieure a la forme thermo- 
sensible. 
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Le sequen^age des genes a revele une mutation suppressive 
situee en dehors du site de mutation d'origine. La substitution Ala209->Val 
a ete trouvee chez 3 variants independants, il est done probable que seul un 
petit nombre de positions est susceptible de produire des variants de 
thermostabilite accrue. 

Introduite dans la proteine sauvage, la substitution Ala209->Val 
augmente par un facteur deux la demie vie de la proteine a 90°C, ce qui 
constitue un gain appreciable pour cette proteine deja extrSmement 
thermostable. 

Cette meme strategie appliquee sur le gene clone dans i'autre 
orientation dans le phage M13mpI9, ainsi que i'utilisation d r un autre 
mutagene devrait permettre I'isolement d'autres mutations suppressives, de 
meme que Putilisation d'un autre variant thermosensible. 
Exemple k 

15 Par recombinaison in vitro , des genes codant pour les proteines 

209 133 

vanantes Val et Tyr , on a obtenu le variant proteique doublement 
*• 209 133 

substitue Val -Tyr • Les effets de ces deux substitutions sur la 

thermostabilite de la proteine s^dditionnent, la demie vie de Tamvlase 
209 133 * 

Val -Tyr , testee a 90°C en presence de tampon acetate 50 mM et de 
20 CaCI 2 ImM , est de plus de 10 Heures, alors que celles de la proteine 
sauvage, et de chacun des variants Val 209 et Tyr 133 sont respectivement de 
lh 30, 3h 30 et 4 heures (figure n° 8). 
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REVINDICATIONS 
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1. Variant thermostable de 1'apha-amylase de Bacillus licheni- 
formis caracterise en ce que, par rapport a la sequence d'acides amines 
representee a la figure 1, sa sequence comporte au voismage de V histidine 
(His) en position 133 au moins une substitution par un acide amine plus 
hydrophobe que His, et/ou au voisinage de PAianine (Ala) en position 209 
au moins une substitution par un acide amine plus hydrophobe que Ala. 

2. Variant selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
substitution au voisinage de la position 133 est effectuee par des acides 
amines choisis parmi Phe, Leu, Tyr, Glu, Lys, Gin* 

3. Variant de Talpha-amyiase de Bacillus licheniformis 

His 133 *Tyr 133 . 

4. Variant selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce 
15 que la substitution au voisinage de la position 209 est effectueee par des 

acides amines choisis parmi Val, Leu, He. 

5. Variant de 1'alpha-amylase selon la revendication 4, carac- 
terise en ce que I'Alanine en position 209 est substitute par une Valine en 
position 209 

20 6. Gene codant pour un variant selon l'une des revendications 1 a 

7. Gene codant pour un variant selon l'une des revendications 1 a 

5, contenant la sequence d'ADN telle que representee a la figure i, sauf 

133 

que le codon codant pour His est rempiace par un codon codant pour 
25 Tyr et/ou le codon codant pour Ala 209 est rempiace par un codon 
codant pour Val 209 . 

8. Vecteur d'expression d'un variant selon Tune des revendica- 
tions 1 a 3, dans une cellule hote, caracterise en ce qu f il contient un gene 
selon la revendication 6 ou 7, ainsi que les elements assurant son 
expression dans ladite cellule hote. 

9. Vecteur d'expression selon la revendication 8, caracterise en 
ce que les elements assurant I'expression comprennent la region regulatrice 
du gene codant pour I'alpha-amylase de Bacillus licheniformis. 
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10. Vecteur (^expression selon la revendication 8, caracterise en 
ce que les elements assurant l'expression comprennent la region regulatrice 
promoteur SacR localisee en amont du gene codant pour la levane 
saccharase de Bacillus subtilis. 

11. Cellule h6te transformee par un vecteur d'expression selon 
Tune des revendications 8 a 10. 

12. Cellule h6te selon la revendication 11, caracterisee en ce 
qu'eile est choisie parmi Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis et E.coli. 

13. Procede de preparation des variants selon Tune des 
revendications 1 a 5, caracterise en ce qu'on cultive les cellules hotes selon 
l'une des revendications 11 ou 12, dans des conditions de culture 
appropriees et on recupere le variant obtenu. 

1*. Utilisation des variants selon l'une des revendications 1 a 5, 
dans Industrie textile, papetiere, en brasserie, notamment pour l f empesage 
et ia liquefaction de i'amidon. 
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